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  摘 要:目的 探讨采用56
 

℃、30
 

min,56
 

℃、60
 

min,60
 

℃、30
 

min,70
 

℃、15
 

min加热灭活标本对直接免

疫荧光法(DFA)检测7项下呼吸道病毒抗原检测结果的影响。方法 收集2020年1月5日至4月29日64例

因下呼吸道感染住院患儿的痰液标本进行7项呼吸道病毒抗原DFA检测,采用未灭活常规方法同56
 

℃、30
 

min,56
 

℃、60
 

min,60
 

℃、30
 

min,70
 

℃、15
 

min加热灭活方法进行检测结果比较。
 

结果 通过未灭活常规方法

检出39份阳性标本、25份阴性标本,同时采用56
 

℃、30
 

min,56
 

℃、60
 

min,60
 

℃、30
 

min,70
 

℃、15
 

min加热

灭活进行检测,阳性标本结果符合率为100.0%(39/39),阴性标本结果符合率为100.0%(25/25),加热灭活后

与未灭活常规方法检测标本的结果具有极好一致性;对荧光显微镜下形态进行比较,阳性结果标本采用56
 

℃、

30
 

min,56
 

℃、60
 

min,60
 

℃、30
 

min加热灭活后与未灭活常规方法检测结果比较,阳性细胞荧光状态、阳性细

胞数基本一致,采用70
 

℃、15
 

min加热灭活后,阳性细胞数明显减少、阳性细胞荧光强度明显下降。
 

结论 采

用加热灭活标本后再进行DFA检测下呼吸道病毒抗原实验,既能保证检测结果的一致性,同时可降低检验人

员感染风险,保障实验室生物安全。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

heating
 

inactivation
 

under
 

condition
 

of
 

56
 

℃
 

30
 

min,

56
 

℃,60
 

min,60
 

℃
 

30
 

min,70
 

℃
 

15
 

min
 

on
 

the
 

detection
 

results
 

of
 

7
 

lower
 

respiratory
 

virus
 

antigens
 

by
 

di-
rect

 

immunofluorescence
 

assay
 

(DFA).Methods Sputum
 

samples
 

were
 

collected
 

for
 

7
 

respiratory
 

virus
 

anti-
gen

 

DFA
 

tests
 

from
 

a
 

total
 

of
 

64
 

cases
 

of
 

children
 

hospitalized
 

for
 

lower
 

respiratory
 

tract
 

infections
 

from
 

Janu-
ary

 

5
 

to
 

April
 

29,2020,and
 

the
 

test
 

results
 

of
 

conventional
 

uninactivated
 

methods
 

and
 

heating
 

inactivation
 

methods
 

of
 

56
 

℃,30
 

min,56
 

℃,60
 

min,60
 

℃,30
 

min,70
 

℃,and
 

15
 

min
 

were
 

compared.Results A
 

total
 

of
 

39
 

positive
 

samples
 

and
 

25
 

negative
 

samples
 

were
 

detected
 

by
 

non
 

inactivation
 

method.By
 

heat
 

inactivation
 

methods
 

of
 

56
 

℃,30
 

min,56
 

℃,60
 

min,60
 

℃,30
 

min,70
 

℃,and
 

15
 

min,the
 

consistency
 

of
 

positive
 

results
 

were
 

100.0%
 

(39/39)
 

and
 

the
 

consistency
 

of
 

negative
 

results
 

were
 

100.0%
 

(25/25),the
 

heating
 

inactivated
 

and
 

the
 

uninactivated
 

sample
 

test
 

results
 

had
 

excellent
 

consistency.When
 

the
 

morphology
 

under
 

fluorescence
 

microscope
 

was
 

compared,the
 

positive
 

cell
 

fluorescence
 

state
 

and
 

the
 

number
 

of
 

positive
 

cells
 

were
 

basically
 

the
 

same
 

between
 

uninactivated
 

and
 

56
 

℃,30
 

min,56
 

℃,60
 

min,60
 

℃
 

30
 

min
 

heating
 

inactivation
 

methods,
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and
 

after
 

the
 

inactivation
 

at
 

70
 

℃,15
 

min,the
 

number
 

of
 

positive
 

cells
 

and
 

the
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

the
 

positive
 

cells
 

decreased
 

significantly.Conclusion Using
 

heated
 

inactivated
 

samples
 

for
 

DFA
 

testing
 

of
 

lower
 

respiratory
 

tract
 

virus
 

antigen
 

experiments,which
 

can
 

not
 

only
 

ensure
 

the
 

consistency
 

of
 

test
 

results,but
 

also
 

reduce
 

the
 

risk
 

of
 

infection
 

of
 

inspectors
 

and
 

ensure
 

laboratory
 

biosecurity.
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  儿童呼吸道感染是临床上常见的儿科疾病,其中

病毒是引起婴幼儿发生急性下呼吸道感染的最主要

病原体[1],基层医院常用的检测方法为直接免疫荧光

法(DFA),该方法操作简单,在基层医院广泛开展[2];
但该方法在处理标本时可能具有潜在的病毒生物安

全危害[3]。同时,自新型冠状病毒肺炎疫情暴发以

后,国家卫生健康委员会要求,感染性材料或活病毒

在采用可靠的方法灭活后再进行抗原检测[4]。因此

找到一种简单、有效灭活病毒的标本前处理方法,降
低检验人员感染风险很重要。参考有关严重急性呼

吸综合征灭活效果的文章[5-7],加热是灭活病毒简单

有效的方法。因此,本研究通过对下呼吸道痰液标本

分别通过未灭活和加热灭活后行DFA检测,比较灭

活前后呼吸道病毒抗原检测结果,探索标本加热灭活

前处理,以期寻找提高实验室生物安全保障的方法,
现初步研究报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2020年1月5日至4月29日

昆明市儿童医院住院部经临床确诊为急性呼吸道感

染、急性喘息性支气管炎、急性扁桃体炎、急性支气管

炎、急性肺炎和急性重症肺炎的64例患儿,其中男41
例,女23例;年龄为11

 

d至10岁。

1.2 仪器与试剂 7项呼吸道病毒检测试剂盒(免疫

荧光法)为上海贝西生物科技有限公司的产品。检测

项目有甲型流感病毒(IFA)、乙型流感病毒(IFB)、副
流感病毒1型(PIV1)、副流感病毒2型(PIV2)、副流

感病毒3型(PIV3)、呼吸道合胞病毒(RSV)、腺病毒

(ADV),包括荧光素标记的单克隆抗体7种(RSV、

ADV、IFA、IFB、PIV1、PIV2、PIV3),浓缩洗涤磷酸盐

缓冲液(40×),封闭液,抗原对照玻片,另外需配备冷

丙酮。所用仪器为奥林巴斯BX65荧光显微镜和可调

控温度水浴箱。

1.3 标本采集 患儿入院后由专业护士用一次性吸

痰管抽吸痰液1.0~2.0
 

mL置于无菌培养管中,不得

倾斜或颠覆,标本采集后2
 

h内送检。

1.4 操作方法

1.4.1 标本处理 检验员按个人三级生物防护要求

穿戴防护用品,在生物安全柜内将临床采集痰液标本

分成5份,一份不加热灭活,直接用于常规7项呼吸

道DFA检测,另外4份分别于56
 

℃、30
 

min,56
 

℃、

60
 

min,60
 

℃、30
 

min,70
 

℃、15
 

min在水浴箱中水浴

灭活后再进行常规7项呼吸道病毒抗原DFA检测的

常规操作。

1.4.2 操作步骤 未灭活和加热灭活后的痰液标本

中加入磷酸盐缓冲液5~10
 

mL,在涡旋混匀器上轻

微混匀,以1
 

500
 

r/min离心5
 

min,去除上清液留取

沉淀,再用磷酸盐缓冲液洗涤沉淀1~2
 

次,最后将沉

淀液溶解在0.5~1.0
 

mL磷酸盐缓冲液中,吸管轻轻

吹打使其成为细胞悬液,移液器吸取25
 

μL细胞悬液

于玻片上点样共7点,分别用于检测 RSV、ADV、

IFA、IFB、PIV1、PIV2,PIV3。玻片空气中室温干燥

后,冷丙酮固定10
 

min,取出晾干。玻片上每个细胞

点加1滴相应的荧光抗体,必须完全覆盖待测标本,
将载玻片放在湿盒中置于37

 

℃培养箱孵育30
 

min,
反应时间到后,用事先配制好的磷酸盐缓冲液浸泡洗

涤。晾干后用封闭液封片,盖上盖玻片,于荧光显微

镜下观察。

1.4.3 检测结果判断 以200倍视野见到≥2个苹

果绿荧光细胞为阳性,否则为阴性。试剂盒提供的阴

性对照/阳性对照处理同标本处理流程。合格的标本

要求在放大倍数为200倍下,每个视野至少有2个上

皮细胞。阴性结果为至少含有20个柱状上皮细胞的

标本中无荧光染色。如果标本中上皮细胞数量<20
个则为标本不合格,应重新采样再进行检测。

1.5 统计学处理 采用SPSS17.0软件进行数据处

理与统计分析,计数资料以频数或百分率表示,未灭

活和加热灭活方法之间的比较采用R×C或配对χ2

检验,以P<0.05为差异有统计学意义。一致性检验

计算 Kappa值,当 Kappa值<0.50时一致性较差,

0.50~0.75为一致性较好,>0.75时表示有极好的

一致性。

2 结  果

2.1 未灭活常规方法检测标本同加热灭活后标本结

果比较 64份下呼吸道感染标本中,未灭活常规方法

检出至少一种病原体阳性39份,检出率为60.9%
(39/64),其 中 RSV 阳 性 标 本 检 出 最 多,为23份

(35.9%),其次检出PIV3阳性11份(17.2%),ADV
阳性 2 份(3.1%),PIV1

 

2 份(3.1%),IFA
 

2 份

(3.1%),其中1份标本为RSV和PIV3两种病毒混

合感染。以未灭活常规DFA检测结果为准,在未灭
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活常规方法呈阳性结果的39份标本中,经56
 

℃、30
 

min,56
 

℃、60
 

min,60
 

℃、30
 

min,70
 

℃、15
 

min加热

灭活后均检测为阳性,不同温度时间加热灭活后的阳

性符合率均为100.0%(39/39),未灭活常规方法呈阴

性结果的25份标本中,4种方法加热灭活后均为阴

性,阴 性 符 合 率 为100.0%(25/25),总 符 合 率 为

100.0%(64/64),加热灭活同未灭活常规检测方法一

致性极好(Kappa=1.000),且检出结果差异无统计学

意义(P>0.05)。

2.2 未灭活标本同加热灭活后标本荧光显微镜下形

态比较 DFA检测呼吸道病毒抗原在56
 

℃、30
 

min,

56
 

℃、60
 

min,60
 

℃、30
 

min加热后同未灭活常规方

法比较,阳性细胞荧光状态、阳性细胞数基本一致,没
有明显差异,见图1。70

 

℃、15
 

min加热后比较,阳性

细胞数减少明显、阳性细胞荧光强度可见明显下降,
背景无黏液丝干扰,荧光滴度明显下降,见图2。

  注:A为未灭活,B为56
 

℃、30
 

min,C为56
 

℃、60
 

min,D为60
 

℃、30
 

min。

图1  阳性标本未灭活和3种方式加热灭活后的荧光

显微镜下结果

  注:A为未灭活,B为70
 

℃、15
 

min。

图2  阳性标本未灭活和70
 

℃、15
 

min加热灭活后的

DFA荧光显微镜下结果

3 讨  论

急性呼吸道感染是导致小儿发病和死亡的一个

重要原因,其中绝大多数感染由病毒引起,由于这些

病毒感染的临床表现和流行特点相似,难以用临床症

状和常规检测方法进行病原鉴定区分[8],所以对于引

起呼吸道感染的病原体的早期鉴别诊断十分重要,及
早干预、诊断与治疗,可以降低急性呼吸道感染的发

病率及病死率[9]。研究表明,采用DFA检测7种呼

吸道病毒抗原,特异度及灵敏度较高,能为小儿呼吸

道病毒感染的早期诊断提供依据[10],但是由于该方法

采用的试验标本为鼻咽拭子或下呼吸道灌洗液标本,
所以在试验处理标本过程中可能会出现生物安全危

害,感染检验人员,所以下呼吸道标本的安全处理在

实验室生物安全防护上显得尤为重要。新型冠状病

毒肺炎疫情暴发以来,对新型冠状病毒的检测也给实

验室生物安全带来巨大风险,《新型冠状病毒肺炎诊

疗方案(试行第八版)》指出冠状病毒对紫外线和热敏

感[11],因此本研究采用56
 

℃、30
 

min,56
 

℃、60
 

min,

60
 

℃、30
 

min,70
 

℃、15
 

min加热灭活前处理标本,并
同未灭活常规方法检测标本进行比较,结果表明,加
热灭活后标本阳性符合率、阴性符合率具有极好的一

致性(Kappa=1.000),两者检测结果差异无统计学意

义(P>0.05)。
加热是灭活病毒的简单有效的方法,该方法不加

入任何化学试剂,依靠控制温度和时间,破坏病毒的

高级结构,使其蛋白不再具有生理活性,从而失去感

染、致病和繁殖能力[12]。在检验科实际工作中,涉及

灭活标本为痰液标本的研究,更多关注的是加热灭活

对流感病毒核酸[13]、新型冠状病毒核酸检测[14]能力

的影响,以及加热灭活对分子生物学技术检测结果影

响的相关研究,但分子技术对实验室条件设备、仪器、
人员素质要求较高,并不适用于基层医院开展,而对

于广大基层医院普遍开展的DFA检测下呼吸道病毒

抗原加热灭活的研究鲜见相关报道。检验科实验室

在采用DFA处理标本时,需要预防标本中存在的致

病病毒可能带来的生物安全危害[15]。目前,冠状病毒

理化特性多参考关于严重急性呼吸综合征(SARS)病
毒的研究,鄢心革等[5]研究指出,56

 

℃下,60
 

min比
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30
 

min具有更好的灭活效果,30
 

min灭活效率为

99.99%,60
 

min 对 SARS 病 毒 灭 活 效 率 为

100.00%,因此为防止灭活不彻底,笔者不推荐标本

进行56
 

℃、30
 

min加热灭活处理。该文同时指出,灭
活时间增加会导致SARS病毒抗原性降低,过长时间

的灭活也会增加检验报告时间,因此笔者也不推荐标

本56
 

℃、60
 

min加热灭活处理。鲍作义等[7]报道,经
过70

 

℃、15
 

min加热灭活的标本检测不出活SARS
病毒。由于DFA检测在结果判断上依赖技术人员的

主观判断,因为本研究由高职称技师在荧光显微镜下

进行形态比较,结果表明,阳性结果标本采用56
 

℃、

30
 

min,56
 

℃、60
 

min,60
 

℃、30
 

min加热灭活后与未

灭活前比较,阳性细胞荧光状态、阳性细胞数基本一

致,而采用70
 

℃、15
 

min加热灭活后,阳性细胞数减

少明显、阳性细胞荧光强度显著下降,会严重影响

DFA阅片,导致可能发出假阴性结果,原因可能为过

高的温度破坏了阳性细胞蛋白质的结构导致抗原性

降低,从而影响抗原抗体反应,因此笔者不推荐为了

节约检验时间而采用70
 

℃、15
 

min加热灭活方法。

RABENAU等[6]指出,60
 

℃处理30
 

min后,SARS病

毒完全灭活没有任何残留,同时此温度时间灭活后不

影响荧光显微镜下观察结果。因此笔者推荐DFA检

测采用60
 

℃,30
 

min加热灭活方法。本研究中笔者

还发现,加热灭活后在荧光显微镜下阅片,荧光背景

比加热灭活之前更加清晰干净,有助于检验人员对结

果进行主观判断,原因可能为加热有助于痰液中的黏

液丝液化,可有效避免黏液产生背景荧光对DFA结

果判读的影响。
  

综上所述,加热是灭活病毒简单有效的方法,实
验室在进行下呼吸道病毒抗原检测实验时,建议对标

本采用加热灭活后再进行检测,这样有利于检验人员

主观结果判断,同时保证检测结果准确性,而且降低

实验室生物安全风险,有效避免实验室工作人员发生

感染。
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